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(57) Llnvention concerne un procede d'injection d'embryons 
doiseaux dans des ceufs receptacles non fecondes. 

II comprend un isolement et une croissance t In Vitro » 
d'embryons d'oiseaux obtenus par mutation genetique, dilace- 
ration d'un disque germinatif feconde. fecondation « In Vitro b 
d'ovocytes. transplatation nucleaire entre deux embryons. sepa- . 
ration et reculture « In Vitro » de blastomeres. 

Des ceufs receptacles appartenant ou non a I'espece ou a ia 
famille de I'embryon injecte. 

Un dispositif d'injection des embryons compose de deux 
aiguilles 5 6 fixees sur un dispositif permettant leur depiace- 
ment Hneatre Tune par rapport a I'autre 11. iui-meme fixe sur ie 
bras d'un micromanipuiateur permettant le prelevement des 
embryons dans leur milieu de culture et ieur- injection dans le 
jaune 14 de I'ceuf receptacle. 

Le procede selon llnvention est destine a la multiplication 
rapide de souches de volaiDe ou d'oiseaux appartenant a des 
especes rares et/ou en voie de disparmon. 
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La presente invention a trait a la Biologie et concer- 
la production d f oiseaux par un procede d f injection d'embryons 
dans des oeufs non fecondes et plus precisement t le procede as- 
socie les etapes suivantes qui sont: 1 1 utilisation d'embryons 

5 d 1 oiseaux pouvant etre d'origines diverses, en vue de leur 
croissance "In Vitro", .l , injection d'un ou plusieurs embryons 
par oeuf specialement choisi et prepare pour servir de matrice 
receptacle, la poursuite du developpement embryo nnaire par incu- 
bati--n naturelle ou artificielle jusqu'a eclosion. 

10 L 1 invention peut etre appliquee dans les dosaines de 

1* Agriculture pour la multiplication j-apide <fe souches de vo- 
lailles obtenues par croisement ou manipulation genetique, dans 
les domaines de 1« Aviculture et la Protection des Oiseaux pour 
la multiplication rapide d f oiseaux rares et/ou ei voie de dis- 

15 parition. 

Les prelevenents et transferts d 1 embryons ont ete 
realises depuis tres longtemps chez les mammiferes et avec 
l*aveneinent des procedes de fecondaticn "In Vitro", ceux-ci sont 
maintena^t realises courar.roent chez les homines, 

20 L» utilisation de tels procedes chez les oiseaux s*est 

heurteea la difference fondamentale de Physiologie de la Repro- 
duction entre les oiseaux et les mammiferes • 

L 1 ovule mature d'un oiseau est ce que l ( on appelle le 
jaune d f oeuf et l f oeuf possede en lui-meme tous les elements 

25 nutritifs qui sont apportes chez les mar mi feres par 1* uterus, 
pour assurer le developpement de I'embryon. 

Ce jaune ou ovule possede deux parties bien distinctes: 
Le disque germinatif qui possede les informations genetiques, et 
le jaune proprement dit qui correspond au cytoplasme de la cel- 

30 lule dans lequel se sont accumules les elements essentiels a la 
nutrition future de l f embryon« Apres la ponte ovarienne, l'ovule 
se trouve successivement entoure djalbumine puis d»une coquille 
au cours de son passage dans l'oviducte pour donner l'oeuf d'oi- 

seaur Si' l'oeuf' n'est'pas feconde juste apres la ponte ovarienney 

35 le cycle se poursuit de la mece faqon, mais 1 1 information geneti- 
que conterue dans le disque germinatif aura degenere au moment 
de la por^te. 
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I^objet de la presente invention est d f utiliser ces 
oeufs non fecondes contenant toutes les matieres nutritives 
destinees au developpenent de l'embryon £feleur injecter tr&s 
precisen-ent un ou plusieurs embryons etrangers. 

5 Un eirbryon au prefer stade de son developpeaent est 

represents par une cellule dite totipotentielle possedant la 
faculte de se diviser pour former un individu comxlet dans les 
conditions adequates.Dans les premiers stades de division, 
I ? er?:bryon ccnstitue une raasse pleine appelee Morula, dent les 

10 cellules sont appelees Blastomeres.Le passage au stade Blastula 
se caracterise par le debut de cre^seTnent d'une cavite. 

Lec erbryons utilises dans la presente invention peu- 
vent etre produits: par irutation genetique, par isoler.ent et cul- 
ture des cellules totipotentielles recueillies dans le disque 

15 geririnatif d'un oeuf feconde non incube ou incube quelques heu- 
res, par fecendati'n "In Vitro 11 d 1 ovocytes par des spermatozoide^ 
par transplantation de noyaux de cellules embryonnaires ou de 
c*?lules germinales prirsordiales darts des cellules totipotentielles 
embryonnaires cultivees ensuite "In Vitro", par separation et re- 

20 culture de ?/lastomeres jusqu'au stade Morula ou Blastula. Selon 
1 •invention, un grand nombre d^nbryons, de quelques dizaines a 
plusieures centaines, d f ori£ine decrite ci-dessus, possedant soit 
le raeme code genetique, scit des codes genetiques different s et 
provenant de irutation ou non, peuvent etre utilises en quelques 

25 heures t quelques jours. 

Selon l'inven-tion, les embryons sont preleves, sous 
cicroscope, du milieu qui les contient a I'aide d»une nicro-, 
pipette nontee sur un microsanipulateur et chaque esbryon est 
isole dar=s le purlts d'une boite mul tit rous pour culture cellu- 

50 laire, puis ir.is en culture entre 37° Celcius et 41° Celcius jus- 
qu'a l^btenticn du stade Morula ou Blastula. 

L*oeuf receptacle implique dans le procede d'invention 
aura des qualites particulieres: II devra etre fraichement pon- 
du ou conserve autour de -V5 0 "'Celxius^ans^un^lieu--a^re^et-*dl 

35 pourra appartenir ou non a l 1 espece ou a la famille generatrice 
de l^rabryon. Dans le cas ou l'oeuf appartiendrait a une espece 
ou farnille differente, il convient de choisir cette espece ou 
famille la plus proche possible phylogenetiquement de celle 
de" "I' erebryoii Si "cela -n^est- pas -realisable-, * - 
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le choix de I'espece fournissant les oeufs receptacles 
ert fait en fonction des carac teres physicochiaiques des oeufs 
les plus approchants entre les deux especes ou les deux famil- 
ies, particulierement le poids et le volume. 

5 L. 1 invention se caracterise done par le fait qu'il est 

possible d'utiliser pour la production d^iseaux d f especes rares 
des oeufs appartenant a des especes ccurantes, 

Selon 1' invention, apres avoir ete soigneusecent lavee, 
la coquille.O ). de l'oeuf receptacle est percee d*un trc.u(2) a 

10 l f aide d'ur.e miniperceuse munie d f une minimeule sans traverser 
la membrane coqnillere(3). Le trou, de 1 mm a 3 mm de diametre 
est fait pref erentiellement au niveau de la zone equatoriale 
de l ! oeuf. Un cache possedant une ouverture de 5 ™ de diametre 
est apjiique contre la cequllle et une solution de plastique li- 

15 quide est vaporisee sur 1" ouverture. L'oeuf est ensuite mis a 
secher verticalenTent pole le plus large vers le haut. 

Selon le precede d'invention, le dispositif d*injec- 
ticn est compose d f un micromanipulateur , d»un jeu de deux ai- 
gu-.lles(^) enfilees l f une dans l*autre et d»un microinjecteur. 

20 Le 3eu d* aiguilles se compose d f une aiguille en acier(5) de dia- 
r.etre interieur compris entre 0,/j. mm et 1 mm, de longeur compri- 
se entre 1 cm et 15 cm dont une extremite est affutee en biseau; 
d'une aiguille en verre(6) de diaaetre interieur entpe 0,2 mm et 
0 f 8 mm et dont le diaraetre exterieur lui permet de coulisser a 

25 1» interieur de l 1 aiguille en acier. L 1 extremite sortant du cote 
du biseau. de l f aiguille en acier est fermee et arrondie(7), 
une ouverture de 0,2 mm a 0,8 mm de dianetre est pratiquee sur 
la face laterale de l 1 extremite inferieure de cette aiguille en 
verre(8). 

30 Les deux aiguilles enfilees I'une dans l*autre sont 

fixees par deux points d'attacbe distincts(9)(10) a un dispo- 
sitif pernettant un deplacement lineaire de ces deux aiguilles 
I'une par rapport a l'autre(ll). Ce dispositif est fixe sur le 
bras d*un rnicromanipulateur(12) de facon a ce qu'il puisse se 

35 deplacer dans les trois axes. I 1 aiguille en verre est reliee 
au microinjecteur par une tubulure en polyethylene remplie de 
para f fine liquide sterile et est remplie de milieu de culture 
sterile. 

,^.>.:, Ain j &c£i on*, ^e s^&u fs... 6 el on 1 'invention est realisee^^ ^ 
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de la fagon suivante: La boite conter.ant les embryons prets a 

etre injectes est placee sous le microscope, le micromanipula- 

teur est fixe sur un des cotes du microscope et equipe des aiguil- 

m 

les cor.me decrit precedeirent . L'oeuf receptacle est pose air ui fDrtoir 

F reglable en hauteur, pole le plus large en haut, a cote des e^- 
bryons. L'cuverture preparee corcme decrit precedeinment faisant 
face au micromanipulateur . 

L 1 extremite de l 1 aiguille en verre est degagee de 
1» extremite de l 1 autre aiguille et un ou plusieurs embryons 

10 sort aspires eoue controle de la vue dans un volume de O,O01 ml 
a 0,02 ml. L 1 aiguille en verre est alors rentree sous la protec- 
tion du biseau de 1" aiguille en acier et 1* ensemble est positio- 
ns en face de l f ouverture del'oeuf(2) suivant un angle a peu 
pres horizontal. Les deux aiguilles sont alors introduites deli- 

15 catemer.t a travers la membrane coquillere(3) (FIG 1) puis a tra- 
vers la merrbrar.e vitelline (13) .L '-extremite de l»aiguille en verre 
(6) est alors sortie du biseau de l'aiguille en acier(5) la 
course des deux aiguilles poursuivie- jusqu'a la rencontre de la 
face interne de la r-embrane vitelline(FIG 2). Sa situation est 

20 appreciee en fonction des longeurs d* aiguilles introduites dans 
l'oeuf et du diametre moyen du jaune. Un appui important contre 
cette membrane sera sans consequences graves car !• extremite 
arrondie de I'aiguille en verre(7) n f aura pour ef fet„ que" de de- 
former la membrane en la touchant, sans la percer. 

25 Selon I'invention le ou les embryori 3 smtinjectfe delicatement 
dans l»oeuf contre la face interne de la membrane vitelline (1i*) 
ou dans toute autre partie de jaune, dans un volume.de 0,001 ml 
a 0,02 ml. Les aigui'iles sont retirees suivant le trajet initial 
et l 1 orifice de la coquille(2) est immediatement scelle par une 

30 goutte de mastic de silicone ou de paraffine de bougie liquefied 
a la chaleur. 

L'exemple suivant illustre la mise en oeuvre du pro- 
cede selon 1 'invention a partir du disque germinatif d»un oeuf 
de poule feconde. 

35 Les oeufs de poule utilises comae receptacle qui se- 

lon l'invention aurcr.t ete eelectiones comme decrit precedeinment 
sont soigneusement laves a l^au et brosses pour eliminer toute 
trace de souillure, seches puis deginfectes a l'alcool. L 1 ori- 
fice est prepare comne -deerit— precedemment — < *- 
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l'oeuf feconde utilise est nettcye et sterilise de la meme fa- 
vors que les oeufs receptacles. II est ouvert de faqon sterile au 
dessus d'une boite de Petri sterile et le contenu y est trans- 
fere. A l f aide de pincettes steriles, le jaune est deplace jus- 

5 qu'a anerer le disque germinatif a son sommet. Le disque est 
alors separe du jaune avec ciseau et pincette steriles et pla- 
ce dans une boite de Petri ccntenant du milieu de culture steri- 
le. Le milieu de culture utilise ici est du TC 199 contenant 
L Gluta-nine 0,2 raK, serum de pculet inactive 15%, Penicilline 

10 100 Ul/ml, pH 7,4, 280 mosm. 

Le disque germinatif est dilacere mecaniquement a 
l^ide d 1 aiguilles steriles et les cellules 6ont examinees au 
microscope. Les cellules embryonn aires totipoteTtielles sont 
reperees par leur taille allant de 0,021 mm a 0,02? mm de dia- 

15 metre avec un cytoplasce tres dense et granuleux. Ces cellules 
sont separees cocae decrit precedexCent et mises a incuber entre 
37° Celcius et 4-1° Celcius pendant 1 heure a 6 heures en etuve de 
culture sous 95% air, 5% CO^ ♦ Les embryons qui se s^nt develop- 
pes sent alors recuperes avec une micropipette et l'aide d'un mi- 

2C cromanipulateur, regroupes par 5 ou 6 dans une boite de Petri con- 
tenant du milieu neuf et laisse a temperature ambiante. 

Un ou plusieurs embryons sont injectes dans chaque 
oeuf receptacle conme decrit precedemcent et l'oeuf , une fois 
referme, est place horizontal ement dans un incubateur entre 

25 40° Celcius et 41° Celcius, orifice en bas, pendant 6 heures, puis 
dans un incubateur assurant une rotation de l'oeuf de 8 a 10 
tours par heure pendant 18 heures a la meme temperature.. 

Apres ce delai, l'oeuf est sorti et peut etre conserve 
comme an classique oeuf feconde a 1J° Celcius ou place direc- 

30 t ement en incubateur classique a 37° Celcius pendant la duree 
necessaire au developpement complet de l'embryon. 
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BEVEKDI CATIONS 
!• Precede d 'injection d»embryons d'oiseaux dans des 
oeufs d'oiseaux receptacles, destine a la multiplication rapi- 
de de souches de volailles obtenues par croisement ou manipu- 
lation genetiques, ou d»oiseaux appartenant a des especes ra- 
5 res et/ou en voie de disparition, ledit procede etant caracterise 
en ce qu'il conprend les etapes euivantes: * 

a, ' isoleraent et croissance "In Vitro" d'er.bryons 
obtenus par nutation genetique, par utilisation des cellules 
totipotentielles d'un disque germinatf feconde, par fecondaticn 

10 "In Vitro" d» ovocytes, par transplantation nucleaire entre deux 
embryons, par separation et reculture "In Vitro" de Blastodermes 
appartenant a un embryon. 

b, transplantation des embryons dans des oeufs recepta- 
cles non fecondes appartenant ou non a I 1 espece ou a la famille 

15 de l f er.bryon injecte. 

2, Procede selon la revendication 1, caracterise par le 
fait que le stade de developpement des embryons impliques dans 

!• invention va du stade Korula au stade Blastula. 

3. Procede selon la revendication 1, caracterise par le 
20 fait que les oeufs receptacles appartenant a une espece ou famil- 

le.etrangere a l*eTnbryon injecte ont des caracteristiques physi- 
cochimiques les plus approchantes de celles des oeufs appartenant 
a 1* espece de I'embryon, particulierement au niveau du poids et 
du volume. 

25 ' if. Procede selon la revendication 1, caracterise .par le 

fait que les oeufs receptacles utilises sont perces, avant l'in- 
Jection, d»une ouverture dans la coquille sans ouverture de la 
membrane coquillere(2). 

5. Procede selon la revendication 1, caracterise par le 
30 fait que le dispositif d^injection des embryons est compose de 

deux aiguilles(/f ) activees pair un micromanipulateur pernettant 
le prelevement des embryons dans leur milieu de culture et leur 
injection dans le jaune, a proximite directe de la face interne 
de la membrane vitelline ( 1 if ) ou a tout autre endroit du jaune 
35 de l f oeuf receptacle. 

6. Procede selon les revendications 1 ou 5, caracterise 
par le fait que le dispositif d* injection comprend deux aiguil- 
les enfilees l'une dans l»autre(/f). 



• # 



2623206 



'-7- 

7. Frocede selcn l'une des. revendications 1 ,5 ou 6, 
caracterise par le fait que l 1 aiguille en acier(5) cociprend une 
extremite affutee en biseau destines au percecent des membranes. 

8. Procede selon l*une des revendications 1,5 ou 6, 
5 caracterise par le fait que 1' aiguille en verre(6) est fermee 

et arrondie a son extremite inf erieure (7 ) » et possede a cette 
meme extremite un orifice lateral (8) par lequel l'embryon peut 
circuler. 

9- Procede selon l'une des revendications 1,5 ou 6, 
10 caracterise par le fait que I'extremite de l'aiguille en verre 
peut etre indiff erernent couverte et decouverte par l f extremite 
de l f aiguille en acier. 

1C» Procede selon l f une des revendications 1, 5 ou 6, 
caracterise par le fait que les deux aiguilles sont fixees en 
15 deux points distincts(9) ( 10 > sur un dispositif ( 1 1 ) assurant un 
deplacentent lineaire des deux aiguilles l f une par rapport a 
1' autre, fixe lui-meme sur le bras d f un micromanipulateur(12) . - 
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